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論 文 内 容 要 旨
細胞の生物学的諸現象を解明す るうえで,外 界からの刺激に対する最初の受容体である細胞膜
の構成成分に多大の関心がよせ られている。赤血球膜は蛋白の代謝,生 合成を行なわず,ま た均
一な膜標品を多量に調製できることか ら他の生体膜より多 くの研究がなされている。 ヒ ト赤血球
膜は蛋白52%,脂質40%,糖8%から構成されている。そのうち糖は蛋白ま.たは脂質に結合 して
糖蛋白や糖脂質として存在 してお り,それ らは細胞表面に糖鎖を露出させ,赤 血球膜を貫.通した
り,あるいは膜に埋めこまれるような形で存在 し,膜の脂質二重層に対 して非対称な存在様式を
とっている。このことが細胞の外か らの情報伝達の担い手 としての複合糖質の構造が注目される
所以である。
赤血球膜の糖脂質あ構造研兜は,1950年代か ら山川らにより精力的に行なわれ,その結果多種
類の糖脂質が構造決定され動物間での成分の多様性が明らかにされた。 しかし,赤血球膜の蛋白
成分については,そ の構造解析に成功した例はきわめて少ない。赤血球膜 にはバン・ド3およびグ
リコホリンと呼ばれている糖 蛋白が存在する。 これらのうち,MN式 血液型 物質,イ ンフルエ ン
ザウィルスおよびレクチンのレセプターとして知 られている糖含量の多いグリコホ リンについて
は1975年・富脚 ヒトズリコ桝Aρ13脚 アミノ酸からなる欽 髄 を膜樽蛋rと し
て初 めて 明 らか に した。'
動物 の赤血球膜をSDS一 ポ リアク リル ア ミ ドゲ ル電 気泳 動で分析 すると,クマ シブルー染色 さ
れる蛋 白のバ ン ドは動物聞で よ く類似す るが,過 ヨウ素酸 一シッフ(PAS)染 色される糖蛋白(グ
リコホ リン)は バ ン ドの数 および泳動度 が動物間 で著 しく異 な る。
そこで グ リコホ リンの構造 の種差を知 る目的で,ま ずブタグ リコホ リンの全ア ミノ酸配列 と糖
鎖 の結合位置を決定 し,ヒ トグ リコホ リンAと 比 較 した(第1章)。 ついで補体や レクチ ンに対
する特異 な感受性,き わ めて低 いシアル酸含 量等,他 の動物 とは異 な るウサギ赤血球の諸性質を
物質 の側面か ら究 明す るため,ウ サギ赤 血球膜 か ら2種 の グ リコホ リンを単離 し,そ の性質を検
討 した(第2章)。 ウサギ グ リコホ リンとともに抽出 されたマ クロ糖脂質 について もその化学構
造を解析 した(第3章)。 最後 に,こ れ ら複 合糖質 を構成 してい る0一 グ リコシ ドの 合成 法 に関
し,若 干 の基礎 的検討を試 みた(第4章)。
Dodgeらの方法で ブタ赤血球膜 を調 製 し,こ の膜 標品か らMεrchesiらに よるヒ トグ リコホ リ「
シの調製法 に塗 じ七ブタグ リコホ リシを単離 した6ブ タの場合 ど トとは異 な りグ リコ ホ リンは1
種類 で,TableIに示 すよ うな糖含量48%の シア ロ糖 蛋白であ った。 膜糖 蛋白のアミノ酸配列の
決定 はジ通 常の水溶性蛋 白に較 べて困難 であ る。 それは,糖 鎖 および膜 に結 合 してい る疎水性領
域 の存在 に起 因す るプ ロテアーゼ消化 に対 す る抵 抗,断 片 化によ り生成 す る不均 一な糖鎖を有す
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TableI'
Aminoacidandcarbohydratecompositions
ofporcineglycophorin.
Found
(mol/mol)Fromsequence
Aminoacid
Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Cys
Val
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
Lys
His
'
Arg
Trp
Total
11.8
15.8
10.O
r
15.4
13.7
9.1
12.8
a
9.0
1.9
9.9
7.6
1.8
2.9
6.8
2.5
1.8
a
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
ー
?
ー
?
?
←
?
←
?
?
??
Carbohydrate
Fuc
Man
Gal
GalNAc
GlcNAc
NGNA
o.s
4.3
28.2
10.3
17.5
6.2
Weightｰo
Protein52
Carbohydrate48
る糖 ペプチ ドや凝 集 しやすい疎水性ペ プチ ドの精製 の困難 さに原 因 してい る。 ブタグ リコホ リン
の全 ア ミノ酸配列 に必要な フラグメ ン トを得 るため,キ モ トリプシ ン分解,ト リプ シン分 解を行
ない,SephacrylS-200を用 いてゲル濾過分画 した。凝集 のためゲルに とりこまれず に溶 出さ
れ る疎水性領域を含むペプ チ ドは,酢 酸含有 の有機溶媒を用 い るSephadexLH-60カラムクロ
マ トグラフ ィーで精製 した。他方水溶性ペ プチ ドは,DEAE-celluloseを用い るイオン交換 クロ
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マ トグ ラフ ィーで精 製 した。 ブタ グ リコホ リンのC末 部 に酸 に不安定 なAsp-Pro結合 を有す る
ことが判 明 したので,70%ギ 酸中のプ ロム シア ンによ るメチオニ ン残 基で の切断 は,あ らか じめ
ギ 酸処 理 してC末 端部を除去 した フラグメ ン トを用 いて行な った。以 上の よ うな断片化 で得 られ
たペ プチ ドのア ミノ酸配列をEdman法によ るphenylthiohydantoin(PTH)一ア ミノ酸 の同定 に
よ り決定 した。糖 が結合 してい るア ミノ酸はPTH一 ア ミノ酸が得 られないので,dansyl-Ed-
man法によ りdansyl一ア ミノ酸 として同定 した。 大 きな ペ プ チ ドの 全 配 列 決 定 の ため には,
3'の勿10000c鰐砺7餌3プ ロテァーゼ,パ パ イ ン,ギ 艘分解 等 による2次 分解ペプチ ドを用 いた。
またC末 端 の同定 にはカルボキ シペプチダ ーゼ法 を用い た。 以上 の結 果に基づ いて ブタグ リコホ
リンの133残基 か らな る全 ア ミノ酸配列 が決定 された(Fig.1)。この 配列 決 定 お よび糖含量か
ら計算 したブタ グ リコホ リンの分子量 は約27,000であ り,一 方SDS一 ゲル電気泳動では約53,000.
の位置 に泳 動され ることか ら,ヒ トグ リコホ リンと同様 ブ タグ リコホ.リンもSDS存 在 下2量 体
として存在 す ることが明 らかにな った。
ブタ グ リコホ リンは性質 の異 な る3つ の領域 で構成 されて いる。第1は,す べて の糖領(0一
グ リコ シ ド型糖 鎖10,ア スパ ラギ ン結 合型糖 鎖2)が 結 合 してい るス レオニ ン,セ リンの多 い親
水性 のN末 領域,23残基(N末 端 よ り63-85番)の疎 水性 ア ミノ酸が連続す る領域および酸性ア
ミノ酸 とプ ロ リンに富む 親水性 のC末 領域 であ る。 また これ らに加え,疎 水性領域 と親水性C末
iio2a
Thr-Glu-Thr-Pro-Val-Thr-Gly-Glu-Gln-Gly-Ser-Ala-Thr-Pro-Gly-Asn-Val-Ser-Asn-Ala一
禦ICHOI、 。1凶 團.愈 、。
Thr-Val-Thr-Ala-Gly-Lys-Pro-Ser-Ala-Thr-Ser-Pro-Gly-Val-Met-Thr-Ile-Lys-Asn-Thr一
響 匡型 響11四 ㊥,。
Thr-Ala-Va1-Va1-GlrLys-Gluニュユ亙=Gly-Va1-Pro-Glu-Ser-Tyr-His-G}a-Asp-Phe-Ser-His-
ICHOIICHOI
617080
Ala-Glu-lle-Thr-Gly-lle-lle-Phe-Aia-Val-Met-Ala-Gly-Leu-Leu-Leu-lle-lle-Phe-Leu一
8190・100
11e-Ala-Tyr-Leu-Ile-Arg-Arg-Mgt-ne-Lys-Lys-Pro-Leu-Pro-VaトPrQ-Lys-Pro-Gln-Asp-
101110120
Ser-Pro-Asp-Ile-Gly-Thr-Glu-Asn-Thr-Ala-Asp-Pro-Ser-Glu-Leu-Gln-Asp-Thr-Glu-Asp-
121130
Pro-Pro-Leu-Thr-Ser-VaトGlu-Ile-Glu-Thr-Pro-Ala-Ser
Fig,i.Theaminoacidsequenceofporcineglycophorin.
CHOindicatesaotigosaccharideunit.
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領域 の間 に存在す る塩基性 ア ミノ酸 のク ラスターも注 目され る。 このよ うなブタグ リコホ リンの
構造は,ヒ トグ リコホ リンAの 基本構造 とよ く一致 して お り,ブ タグ リコホ リンも ヒ トグ リコホ
リンAと 同様,N末 側の糖ペ プチ ド部を細胞 の外側 に,C末 部を細胞質側 に して疎水性領域 で脂
質二重層を貫 通す るtransmembrane蛋白で あることが強 く示唆 された。 ア ミノ酸配列 自体 を比
較す ると,N末 側糖ペプチ ド部 におい ては両者で相 同性 は認 め られず,糖 鎖 の数および結 合位置
も異 なって いる。一方疎水性領域で は強い ホモ ロジーが認 め られ,C末 部において もヒ トグ リコ
ホ リンAの113-114番に15残基分 の欠落を考 えるとか な りの相 同性 がみ られ る(Fig。2)。こ
の ような事実 は,両 者の グ リコホ リンを コー ドす る遺伝子 が同一起原 であ ることを推 測 させ るが,
細胞の外側に露 出す る糖ペ プチ ド部 に全 く相同性が認め られ ず,こ の領域 に動物間 の著 しい多様
性が存在す るものと考え られ る。
1***
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Fig.2.ComparisonoftheaminoacidsequencesofhumanglycophorinAand
porcineglycophorin.Boxesenclosetheidenticalresiduesinthe
sequences,*indicatesaglycosylatedresidue.
っいでウサギ赤 血球膜 に関す る砥究を行な った。 ウサギ赤血球膜 よ り調製 したグ リコホ リン画
分はブタの場 合 とは異 な り,そ の約1/3を水可溶性の糖脂質(マ クロ糖脂質)が 占めていた。 そ
こで非 イオ ン性界 面活性剤,A㎜onyxLOの 存在下DEAE-celluloseを用 い るイオ ン交 換 ク
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クロマ.トグ ラフ ィーを行 ない1グ リコホ リンとマク ロ糖脂質 を.分離 した。 さらにグ リコホ リン画.
分を,A㎜onyxLO存 在下Bio-GelA1..5mを用 い るゲ ノレ濾過 に付 した ところ,2成 分が1:2..
の量比 で得 られた。単離 され た2成 分 は化学組成,N末 端部 ア ミノ酸配列,レ クチ ンに対す るレ
セプタ』活性 を異 に してお り,異 なる分子種で あ る.ことが明 らか になったので,マ イナー成分を
グ.リ」コホ リシRA,主 成分を グ リコホ リンRBと 名 づけた.〈TableH)・。 分子量 の大きい グ リコホ
リン.RAはシアロ糖蛋 白で,他 の動物 の主要 グ.リコホ リンとよ く類似 してい る。 それに対 し,グ
リ.コホリンRBは糖組成が非常 に異な り・シアル酸含量 がきわめ て少 ない。 また.グリコホ リンの0.一
TableD
Aminoacidandcarbohydratecompositionsofrabbit
glycophorinsbygelchromatographyonBio-GelA1.5m.
PooiA PoolB
(molｰo GlycophorinRA Glyc6かhQrin.R弓
Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Val
Met
Ile
Leu
Tyr=
Phe
Lye
Hi寧
A士9
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?←
Fuc
Man
Gal
GalNAc
G五cNAc
Sialicacid
2:7
8.6
42.9
15.1
12.1
18.6
2.9
18.6
43.3
0
'32
.1
馳
3.0
Protein
Carbohydrate
42%
58%
57ｰ0
43%
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グ リコシ ド型糖錯¢)主な構成 糖で あるNニ アセ チルガ ラク トサ ミンを欠 除 しで お り,ア スノ里ラギ
ン結合型糖 鎖のみを有す る可能性 が示唆 された。 京た レクチ ン(コ ンカナバ!ンAな ど)の レマ
プ ター活性を有す る点 も,グ リコホ リンRAや 他の動 物の グ リコホ リンにはみ られ ない特徴であ
り,ウ サギ赤血球の特異 な難質1よ この主要 グ リコホ リンに大 き く依存することが明5か になった。
ウサギ グ リコホ リンとともに抽 出されたマクロスフィンゴ糖脂質 は,ゲ ル濾過,TLCお よびアセ
チル化後 のTLCに おいて高分子型糖脂質の挙動を示 し,Table皿のような化学 組成が 明 らか に
なった。 その糖鎖構造をメチル化分析,Smith分解,亜 硝酸分解等で精査 したところ,分 岐の多
い構造 であることが判 明 した。す なわ ち非還元末端 はすべてGal(1→3)Gal(1-4)GlcNAc一
の配列で,内 部 は→3Ga1(1→4)GlcNAc一の繰 り返 し構造か ら、な り,内 部のガ ラク トースの一
Table皿
Sugarandlipidcompositionsofmacro-
glycolipidfromrabbiterythrocytemembranes.
Galactose
Glucose
N-Acetylglucosamine
Sphingosine
%mo玉
57.0(17.8)
3.5(1.1)
36.3(11.3)
3.2(1.0)
Fattyacid
C16
C18
C20
C22
C23
C24
C24
C25
?
?
?
?
?
?
?
?
ｰopeakarea
12.1
37.1
2.3
4.3
5.9
}36.9
1.0
部が6位 で分 岐 してい る。 アノメ リック配位 を クロム酸酸化法 で検討 したところ,非 還元末端 の
ガ ラク トースのみが ¢配位 で,他 はすべて β配位であ った。 ヒ ト赤血球膜 にもこれ とは異 な るマ
クロ糖脂質 が存在 す ると報告 されてい るが,ウ サギの方 が含 有量は多い。 因み に他 の動物赤血球
については報告 がみ られない。
これまで構造研 究を行な って きた複合糖 質の糖鎖は,そ の多 くが0一 グ リコシ ド結合 でペプチ
ドのス レオニ ン,セ リンあ るいはセ ラ ミ ドと結合 してい る。そ こで,0一 グ リコ シ ドの簡便 な合
成 法について基礎的検討を試み た。すなわ ち塩化第ニ スズを触媒 と し,ア セチル糖 とアグ リコン
を ジクロルエ タン中で縮合 させ るHelferich変法を用い たところ,容 易 にグ リコシ ド類 が得 られ,
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それ らのアノマー配位 を分光学 的手法 で弁別 す ることがで きた。 しか し,本 法 は用い る糖 誘導 体
の種類 によ り立体選択性 が乏 しく,ま た生成物 のアノマー比 が反応温度 に依存 す る点 が難 とされ
る。 さらに1,2-transグリコシ ドの立体特異 的合成法 と してKochetkovらによ り開発 されたオ
ル ソエ ステル法を1,2-trans-0一アシル グ リコシ ド類 の合成 に応用 した。 グル コースあ るいは
グル クロ ン酸1,2一オル ソエ ステル誘導体 とカル ボ ン酸類を クロルベ ンゼ ン中加 熱還 流す るとき,
容易 にかつ立体選択的 に1-0一 β一アシル誘導体が生成す ることを 明 らか に した。
以上,動 物赤血球膜の複合糖質の構造研究 によ り,そ れ らの細胞表面 に露 出 してい部分 が動物
種にみ られ る多様性 の担い手であ り,そ れぞれ に特有な赤血球膜表面の構築 に寄与 してい るこ と
が強 く示唆 された。今 後,赤 血球膜を構成 す る膜蛋白の構造解析が一層進展 し,生 体膜モ デル と
しての赤血球膜 の全 体像 が解 明 され ることが期待 され る。
葦
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審 査 結 果 の 要 旨
動物赤血球膜を構築す る複合糖質 は,細 胞外か らの情報伝達 の担 い手 と してその機能 が注 目さ
れる。 しか し,そ れを構成す る蛋 白成分 につい ては動物間 におけ る多様性 が示唆 され てい るもの
の未 だ不 明の点 が多 い。本研 究は,こ のよ うな観点 か らブタ並 びにウサギの赤血球膜 を とりあげ,
複合糖質 の構造解析を行 ったものであ る。
まずブタ赤血球膜か らグ リコホ リンを調 製 し,キ モ トリプシ ン分解,ト リプシ ン分解 に付 して
得 られ るフラグメ ン トを各種 クロマ トグ ラフィーによ り分離精製 した。 これ らペプチ ドの ア ミノ
酸配列 をエ ドマ ン法 並びにダ ンシル ーエ ドマ ン法 によ り決定 したが,こ の とき大ペプチ ドの全配
列決定 には二次分解 ペプチ ドを,ま たC末 端 の同定 にはカルボキ シペプチダ ーゼ法 を用い た。 こ
れ らの結果 に もとついてグ リコホ リンの133残基か らな る全 ア ミノ酸配列が決定 され た。 さらに
SDS一ゲ ル電気泳動 における挙動 か らブタグ リコホ リン もヒ トグ リコホ リンと同様SDSの 存 在
下二量体 と して存在す ることも明 らかとなった。 その基 本構造 は ヒ トグ リコホ リンAの それに酷
似 してお り,N末 端側 の糖ペ プチ ドは膜 の外側 に,一 方C末 端側 は膜の内側 に露 出し,疎 水性領
域 で脂質二重層を貫 通す る存 在様式を とるもの と推定 された。 またア ミノ酸 自体の配列はN末 端
側 において相 同性 はないが,疎 水 性領域,C末 端 部では両者の間にかな りの相同性が認め られ た。
ついでウサギ赤血球膜 か らもグ リコホ リンを調製 し,RA,RBの2種 を得た。主成分のRBは
特異 な糖組成か らな り,レ クチ ンの レセプター活性 を有す るな ど他 には見 られない特徴を示 し,
ウサギ赤血球膜 の特異 な性質 が,こ れに大 きく依 存す ることを示唆す る結果を得 た。 またマ クロ
スフ ィンゴ糖脂質 を分離iし,メチル化 分析,Smith分解,亜 硝 酸分解,ク ロム酸酸化法 などを駆
使 してその構造 を明 らかに した。
複合糖質 の糖鎖 は,そ の多 くがペプチ ドのス レオニ ン,セ リンな どと0一 グ リコシ ド結合 して
い ることか ら,0一 グ リコシ ドの簡便 な合成法 と して塩化第ニ スズを触媒 に用い る方法,オ ル ソ
エステルを経 由す る方法 を検 討 し,有 用 な知見を得た。
以上,本 研 究は従 来不明 とされて きた ブタ赤血球膜 グ リコホ リンの全 ア ミノ酸配列 と糖鎖構造
を解 明 し,ま たウサギ赤血球膜か ら単 離 した2種 の グ リコホ リン並 びにマクロ糖脂質 の構造解析
を行 うとともに,こ れ ら複合糖質 を構成す る0一 グ リコシ ドの合成法を開発す るなど動物赤血球
膜 の構 造 と機能 に関 して数 々の新知見 を加えた ものであ り,学 位論文 と して十分価値 ある内容 と
認め る。
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